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用 RAPD 技术 对 特 化 等 级 裂 腹 鱼 类 亲缘 关系 的 探讨 
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WE: 为 确定 特 化 等 级 裂 腹 鱼 类 的 遗传 分 化 关系 ， 对 7 种 22 个 裂 腹 鱼 个 体 进行 随机 扩 增 多 态 DNA 
(RAPD) 研究 。 从 所 使 用 的 4 个 随机 引物 中 ,选择 了 37 个 扩 增 带 谱 清 晰 的 引物 进行 分 析 。 根 据 构建 的 分 子 系 
统 树 显示 ， 特 化 等 级 裂 腹 鱼 类 划分 为 3 个 属 级 分 类 单元 较为 合适 ， 这 与 采用 形态 学 特征 进行 系统 分 析 所 得 出 的 
结论 一 致 。 在 22 个 个 体 之 间 遗 传 距离 矩阵 中 ,最 大 的 遗传 路 离 指 数 达到 了 90.38%. Hb. BARS ORE 
离 指 数 也 在 60% ~ 知名 之 间 。 通 过 分 析 ， 认 为 用 RAPD 标记 技术 来 分 析 属 级 或 属 级 以 上 分 类 单元 的 亲缘 关系 ， 
具有 一 定 的 适用 性 。 对 于 一 些 遗 传 差 异 较 大 的 类 群 《 如 裂 腺 鱼 类 )、 应 用 属 级 或 属 级 以 上 分 类 单元 的 亲缘 关系 ， 
很 可 能 会 出 现 个 体 之 间 进 传 距 离 接近 或 达到 100 侈 的 情况 ， 从 而 无 法 探讨 其 相互 之 间 的 亲缘 关系 。 


min: RAPD, ELeRBMax, 亲缘 关系 BADE 


mana 


中 图 分 类 号 : 0959.46+8 ”文献 标识 码 ， A 


BREEF (Schizothoracinae) 仅 分 布 于 亚洲 
中 部 高 原 地 区 ， 是 青藏 高 原 鱼 类 区 系 的 最 典型 代 
表 。 根 据 体 鳞 、 咽 喉 齿 和 触须 等 性 状 的 演化 情况 ， 
将 整个 裂 腹 鱼 亚 科 分 为 原始 、 特 化 和 高 度 特 化 3 个 
SR. Rk SRR BM H HX ( specialized 
schizothoracine fishes) 具有 人体 鳞 局 部 退化 或 全 部 退 
dE. (AUR 2 行 、， 触 贷 1 对 等 特征 ， 共 有 3 属 9 种 
和 亚 种 。 特 化 等 级 裂 腹 鱼 类 分 布 于 我 国 云南 、 四 
川 、 西 藏 、 甘 肃 、 新 疆 以 及 哈萨克 斯 坦 、 巴 基 斯 坦 
和 印度 的 克什米尔 等 地 的 水 域 。 

特 化 等 级 裂 腹 鱼 类 与 自 晚 第 三 纪 以 来 青藏 高 原 
第 2 阶段 的 急剧 隆 升 密切 相关 。 弄 清 这 个 类 群 系统 
发 育 关系 ， 不 但 对 特 化 等 级 裂 腹 鱼 类 乃至 整个 裂 腹 
鱼 亚 科 的 分 类 ,而 且 对 揭示 这 个 类 群 的 起 源 、 演 化 
以 及 它们 与 青藏 高 原 隆 升 的 关系 等 重要 问题 的 研究 
有 着 重要 意义 。 不 同 研究 者 先后 对 这 3 个 属 及 相关 
的 裂 腹 鱼 类 进行 了 分 类 整理 ; HRERS, OR 
构 、 触 须 、 咽 哈 齿 等 形态 骨骼 特征 对 特 化 等 级 裂 腹 
鱼 类 进行 了 系统 学 探讨 。 认 为 特 化 等 级 型 腹 鱼 类 划 
SHB B fH RB (Dipiychus )、 叶 须 鱼 属 
(Ptychudarbus) #1 #8 B JR ( Gymnodiptychus ) 
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较为 合适 ; EIPRMRAAAKAL, SEAR 
较为 原始 ,而 叶 贫 鱼 属 和 裸 重 层 鱼 属 的 亲缘 关系 最 
近 ， 它 们 共同 形成 重 唇 鱼 属 的 姐妹 群 ; 但 在 3 属 内 
各 物种 之 间 的 系统 发 育 关系 方面 ， 尚 无 较 有 说 服 力 
的 结论 ( 曹 文宣 ,1964; 曹 文官 等 ,1981,1999; 黄 顺 友 
1986; a KF , 1992; PRR 1998). 分 子 水 平 
上 的 研究 将 有 助 于 进一步 探讨 该 类 群 的 分 类 和 系统 
进化 关系 。 

随机 扩 增 多 态 DNA (random amplified 
polymorphic DNA, RAPD) 分 析 技 术 常 用 于 研究 近 
缘 种 间或 种 内 类 群 的 系统 发 育 关系 (Williams 等 ， 
1990)。 这 种 方法 以 随机 设计 的 塞 聚 核 苷 酸 链 《〈 通 
常 为 10 bp) 作为 引物 ， 通 过 PCR 来 扩 增 基因 组 中 
的 DNA 片段 ， 电 泳 后 使 用 EB 染色 就 可 以 记录 
RAPD 标记 。 与 RFLP (限制 性 片段 长 度 多 态 性 ) 
F DNA AARRE, CARB. HB. RE 
度 高 等 特点 。 而 且 ， 所 用 的 引物 不 必 专 门 设计 ， BH 
一 引物 可 以 应 用 于 不 同 的 生物 学 研究 领域 。 前 人 的 
研究 表明 ， 在 研究 群体 到 种 甚至 属 级 水 平 的 遗传 分 
化 关系 方面 ，RAPD 是 一 种 很 有 效 的 分 析 技 术 ( 陈 
永久 等 , 1997, 1998a, b; fi] HEE SH, 1996; 丁 波 等 ， 
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1999; Demeke 等 . 1992; Stilles 等 . 1993; Welsh 等 ， 
1991)。 

本 文通 过 RAPD 分 析 来 探讨 所 选取 特 化 等 级 裂 
腹 鱼 类 个 体 之 间 、 种 之 间 和 属 之 间 的 遗传 分 化 关 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 用 样品 

实验 所 用 样品 均 取 自 新 鲜 鱼 体 的 背部 肌肉 ， 以 
95 多 的 乙醇 固定 保存 。 物 种 、 个 体 数 量 及 来 源 见 表 
le 
1.2 仪器 和 试剂 

本 实验 所 用 的 PCR 仪 为 美国 Kerper Boulevard 
公司 生产 的 Thermlyne Amphiltron 了 [型 ;离心 机 为 
BECKMAN 公司 生产 的 Microfuge Lite 型 ;Taq DNA 
REN Tag BR TPR CLO x Buffer) 均 为 Biostar 公司 
产品 ;其 他 药品 与 试剂 均 为 AR 级 产品 ， 
1.3 实验 方法 
1.3.1 模板 DNA 的 提取 参照 陈 水 久 等 (1998) 
的 DNA 提取 方法 。 
1.3.2 基因 组 DNA MPH PCR 反应 体积 为 
20uL. 48 buffer 24L, dNTPs 1 pL ( 终 浓度 0.125 
mmol/L), 319) 1 pL (RHE 0.2 pmol/L), RAR 2 
uL ($9 60 ng AAH DNA), ddH,0 14 uL, Taq 
DNA REM L/2uL (lwit), KARSHI BA 
he. 每 个 反应 40 个 循环 ， 每 个 循环 包括 
ACEH 308，37 民 退火 30 s. F2CHH Ws, Ë 
次 循环 前 先 在 94C 预 变性 2 min, Ra 1 次 循环 后 
在 72 乞 延伸 10 ming BR PCR 反应 均 设 置 不 含 
DNA 模板 的 空白 对 照 。RAPD 产物 经 1.4% 的 琼脂 
WHER (内 含 浓度 为 0.5 yg/mL 的 省 化 乙 锭 ) 电泳 
DA, 经 UVP 上 凝 胶 成 像 系统 成 像 ， 录 六 图 像 以 备 
分 析 。 
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1.4 数据 分 析 
1.4.1 任意 两 个 个 体 之 间 遗 传 距离 (D) 的 计算 
可 以 通过 下 列 公式 求 出 : 

D=1-F.F = Nyy (Ny + Ny) 
D 指 遗 传 距离 . F 为 两 个 个 体 RAPD 标记 的 共享 
片段 百分数 (0 - 100%), Nyy de Tik x APR Y 
PCR 扩 增 分 子 量 相同 的 DNA FB, Nx. Ny 分 
别 是 个 体 X、Y PCR 扩 增 产物 DNA 片段 数 。 在 本 
文中 ,任何 两 个 个 体 之 间 的 遗传 距离 指数 (D) 通 
过 Rapdplot (Saitou 等 ，1987) 程序 算出 。 
1.4.2 RRGPRTRMRB ABR (D), AA 
PHYLIP 3.5 ¢ 软件 包 中 的 NJ (Neighbor-joining) #2 
序 来 构建 分 子 系统 树 (Felsenstein, 1993), 


果 


对 分 别 属 于 裂 腹 鱼 属 、 重 层 鱼 属 、 叶 须 鱼 属 和 
RE BABA 22 FABRA ATMS BEA 
DNA 实验 .实验 结束 后 对 所 扩 增 的 结果 进行 统计 、. 
统计 时 只 记录 清晰 的 条 带 。 表 2 列 出 了 所 用 的 40 
个 引物 的 序列 、 名 称 和 扩 增 情况 。 单 个 引物 获得 的 
标记 数 在 3 ~ 10 之 间 。 有 明显 标记 的 37 个 随机 引 
物 获得 的 标记 总 数 为 234 个 。 所 使 用 的 40 个 10 碱 
基 PCR 随机 引物 中 ， 有 37 个 引物 的 扩 增 产物 有 明 
显 的 扩 增 片段 ， 片 段 的 大 小 一 般 在 300 ~ 2 000 bp 
之 间 。 图 1 为 引物 OPL - 03 的 RAPD 图 谱 。 

将 统计 结果 通过 Rapdplot 程序 进行 处 理 ， 得 到 
了 址 传 距离 矩阵 〈 表 3)。 最 大 的 遗传 距离 指数 是 
90.38% ,最 小 的 遗传 距离 指数 是 9.33%, BRE 
阵 经 过 NJ (Neighbor-joining) 程序 运算 ， 就 可 以 得 
到 表示 遗传 分 化 关系 的 分 支 图 。 图 2 RRB 
上 腹 鱼 中 的 1 个 个 体 [S.(5.) lssolabiatus 03] 作 为 
外 类 群 时 所 得 到 的 分 子 系统 树 , 从 中 可 以 看 出 所 进 


2 4 


Rl 研究 用 样品 
Table 1 Samples used in the present study 


物种 《species) 
HEUHA | Schizothoras ( Schizothorax) lissolabiancs | 
RB | Schizothoras ( Racoma) griseus ] 
RAMA [Schizothorax (Racoma) griseus. 
中 和 匈 叶 贷 鱼 《Pyehobarbus chungtienensis chungtienensis ) 
PATA t Prychobarbus chungtienensis chungtienensis ) 
FARGO A t Prychobarbus changtienensis gezaensis ) 
HERE ( Diptychus maculatus ) 
PRR BE ( Gyanodiptychus pachycheilus ) 
RMAREREE ( Cymnodiprychus dybowskii ) 


数量 (number) 


3 


w Ww W to bw =e to 


采集 地 点 (locality) 
MÈ (Lancangiang River) 
ARE H CSE NIE) (Longehuanjiang River) 
云南 腾冲 上 营 (EJL) (Longchuanjiang River) 
ZAP BIH (Bra Lake. Yunnan) 
2 fs  (Xinozhongdian River. Yunnan) 
ZR fA PAF (Geza River, Yunnan) 
新 杜 特 克 斯 河 (Tekesi River, Xinjiang) 
黄河 玛 曲 (Yellow River) 
SMTA (Tekesi River, Xinjiang) 


Sete re ae rene 
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引物 
(primer) 
OPL - 01 
OPL - 02 
OPL - 03 
OPL - 04 
OPL -05 
OPL - 06 
OPL - 07 
OPL - 08 
OPL - 09 
OPL - IQ 
OPL- II 
OPL -12 
OPL- I3 
OPL - 14 
OPL - I5 
OPL - 16 
OPL - 17 
OPL - 14 
OPL ~ I9 
DPL -20 





dybowskii « 


序列 
{sequence ) 
GGCATGACCT 
TGGGCGTICAA 
CCAGCAGCTT 
GACTGCACAC 
ACGCAGGCAC 
GAGGGAAGAG 
AGGCGGGAAC 
AGCAGGIGGA 
TGCGAGAGTC 
TGGGAGATGG 
ACGATGAGCC 
GGGCGGTACT 
ACCGCCIGCT 
GTGACAGGCT 
AAGAGAGGGG 
AGGTTGCAGG 
AGCCTGAGCC 
ACCACCCACC 
GAGTGGTGAC 
TGGTGGACCA 


2 用 于 研究 的 RAPD 引物 及 扩 增 情况 
Table 2 The primers and results of RAPD 


扩 增 带 数 
(number of bands} 


i 


m 


有 DA 


M 061 02 03 04 05 06 07 08 OF 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 K 


引物 序列 扩 增 带 数 
{ primer) (sequence ) {number of bands) 
OPM - OI GTTGGTGGCT 5 
OPM - 02 ACAACGCCTC 8 
OPM - 03 GGGGGATGAG 4 
OPM - 04 GGCGGTIGTC 4 
OPM - 05 GGGAACGTCT 7 
OPM - 06 CTGGGCAACT 4 
OPM - 07 CCGTGACTCA 4 
OPM - 08 TCTGTTCCCC 6 
OPM - 09 GTCTTGCGGA = 
OPM - 10 TCTGGCGCAC 8 
OPM -II GTCCACTGTG imal 
OPM - 12 GGGACGTTGG 3 
OPM - 13 GGTGGTCAAG 7 
OPM - I4 AGGGTCGTIC 5 
OPM -15 GACCTACCAC 6 
OFM - 16 GTAACCAGCC 3 
OFM - 17 TCAGTCCGGG -= 
OFM - 18 CACCATCCGT 6 
OPM — 19 CCTTICAGGCA 6 
OPM - 20 AGGTCTTGGG 7 





1 引物 OPL - 03 的 扩 增 产物 
Fig.1 RAPD products using primer OPL-03 


M:ADNA/ Hind Il + EcoR I ;K; È Ét} FR (control); E 1.2 和 表 3 中 ,0I、02 .03 Ht AS EAI 3 MR 04.05 06 KB 
BERII 个 个 体 ,07、08、09 HABA OT MAI 个 个 体 ,10.11 ARE hb PAS AtA? 个 个 体 ,I2 ， 
13 为 中 务 叶 斋 鱼 格 咱 亚 种 的 2 个 个 体 ,14、15、16 为 斑 重 辱 鱼 的 3 个 个 体 ,17、18、19 SRR A 3 个 个 体 ,20 .2I .22 
JERAR I 个 个 体 [In Fig.1 ,Fig.2 and Table 3,0I,02,03 .three different individuals af Schizothorax < Schizothoras ) 
lissolatvatus 304.05, 06. three different individuals of Schizothorax ( Racoma ) griseus ; 07,08, 09. three different individuals of 
Prychobartus chungtienensis chungtienensis 510,11. two different individuals of Prychoberbus chuagttenensis chungtienensis ; 12,13. 
two different individuals of Prychobarbus chungtienensis geznensis ; 14, 15, 16. three different individuals of Diptychus maculasus ; 17, 
18,19. three different individuals of Gymnodiptychus pachycheilus ; 20, 21, 22. three different individuals of Gymnodptychus 


行 实验 的 22 个 个 体 之 回 的 遗传 分 化 关系 。 


3 讨论 


从 所 得 的 结果 看 ，37 个 随机 引物 将 22 个 裂 腹 
鱼 类 个 体 全 部 区 分 开 , 没有 2 个 个 体 拥有 完全 相同 


的 RAPD 标记 ; 同时 、 不 同 物种 内 的 个 体形 成 各 自 
的 分 支 ， 使 种 与 种 之 间 全 部 相互 区 分 开 。 此 外 ， 裂 
腹 鱼 属 的 2 个 种 、 裸 重 层 鱼 属 的 2 个 种 也 分 别 首先 
聚 在 一 起 ， 表 明了 同一 属 内 物种 之 间 的 亲 篆 关系 最 
近 ， 这 与 传统 分 类 学 的 结论 是 一 致 的 。 
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M3 MME M (D) BE 
Table 3 Matrix of genetic distances (D) among individuals 
Ol 02 03 04 05 06 0? 08 09 10 I! 
ol 0.0000 
02 0.2353 0.0000 
03 0.2195 0.2821 9.0000 
04 0.6117 0.6289 0.4915 0.0000 
o5 0.5231 0.5484 0.3379 0.3760 0.0000 
06 0.5806 0.5424 0.4532 0.4454 0, 1507 0.0000 
07 0. 8240 0.8151 0.7286 0. 8667 0.7143 0.6596 0.0000 
08 0.7946 0.7903 0.6828 0.8400 0.6974 0.6301 0.1020 0.0000 
09 0.7500 0, 7705 0.6783 0.8211 0.6800 0.6111 0.1724 0,0933 0.0000 
10 0.7619 0.7833 0.6879 0.8512 0.7027 0.6338 0.1469 0.1351 0.1096 0.0000 
lI 0.8049 0.7778 0.7391 0.8305 0.6966 0.6403 0.2000 0, 2000 0.1748 0.1631 0.0000 
12 0.7739 0.7982 0.7077 0.8545 0.7080 0.6489 0.2424 0.2117 0.2296 0.2030 0.2308 
13 0.8036 0.8302 0.7638 0.8879 0.7463 0.7031 0.2093 0.2239 0.2424 0.2462 0.2126 
I4 0.8958 0.8222 0.8378 0.8022 0.7288 0.7500 0.8053 0.8136 0.7759 0.7895 0.7658 
15 0.9413 0.8333 0.7589 0.8182 0.6757 0.7042 0.6503 0.6486 0.6301 0.6667 0.6738 
16 0.9038 0.8367 0.8319 0.8182 0.7302 0.7667 0.8347 0.8095 0.7742 0.3361 0.8319 
17 0.7120 0.8151 0.7143 0.8000 0.6463 0.6738 0.6761 0.6735 0.6828 0.6503 0.6714 
18 0.7302 0.7833 0.7163 0.7451 0.6486 0.6901 0.7203 0.7297 0.7397 0.7083 0.7163 
19 0.6471 9.6923 0.6159 0.7405 0.5949 0.6579 0,6993 0,7089 0.7051 0.7013 0.6954 
20 0.7397 0.7857 0.7267 0.7730 0.6548 0.6790 0.6810 0.6786 0.6967 0.6951 0.6770 
il 0.8028 0. 8088 0.7707 0.8248 0.7195 0.7342 0.6730 0.6951 0.6790 0.6750 0 6433 
22 0,7762 0.8102 0.7468 0.8116 0.6970 0.7233 0.6500 0.6970 0.6933 0.6646 0, 6456 
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

[2 0.0000 
13 0.2437 0.0000 
14 0.8058 0.8200 0.0000 
15 0.6541 0.6615 0.3509 0.0000 
16 0.8018 0.8333 0.4130 0.2787 0,0000 
17 D. 6667 0. 6744 0.6991 0.6923 0.8017 0.0000 
18 0.7143 0,7231 0.7719 0.6667 0.7213 0.1608 0.0000 
19 0.6923 0. 7286 0.7903 0.6623 0.7424 0.2941 0.2338 0.0000 
20 0.6993 0.6533 0.8209 0.6829 0.7465 0.4479 0.4512 0.3563 0.0000 
21 0.6915 0.6575 0.8000 0.6500 0.7246 0.4843 0.4750 0.3882 0. 1000 0.0000 
22 0.6667 0.6735 0.8168 0.61770 0.7554 9.3000 0.4534 0.3684 9.1050 0.0960 9.0000 


BMA (1986) RROBHRKBERSE 
数量 的 多 少 ， 将 中 角 叶 须 鱼 划分 为 2 个 亚 种 : Pa 
叶 须 鱼 〈 Ptychobarbus chungtienensis chungtienensis ) 
(分布 于 茵 塔 海 . 那 帕 海 和 小 中 和 包 河 ) 和 格 咱 叶 须 
鱼 (Ptychobarbus chungtienensis gezaensis) 【分 布 于 
格 咱 河 )。 在 本 实验 中 、7 SH a e 
鱼 个 体形 成 一 个 大 的 分 支 ， 但 分 别 来 自 茵 塔 海 〈《3 
个 个 体 )、 小 中 角 河 《2 个 个 体 ) 和 格 咱 河 (2 个 个 
体 ) 的 种 群 并 没有 各 自 形成 独立 的 小 分 支 《图 2)， 
尤其 是 来 自 格 咱 河 的 格 咱 叶 须 鱼 没 有 形成 独立 的 分 
X. 这 表明 2 亚 种 之 间 的 亲缘 关系 非常 近 。 中 旬 叶 
须 鱼 的 这 2 个 在 形态 上 略 有 分 化 的 亚 种 ， 在 分 子 生 
物 学 的 研究 中 究竟 体现 出 什么 样 的 差异 以 及 差异 的 
程度 如 何 还 有 待 深入 研究 。 

分 别 以 裂 腹 鱼 属 光 层 裂 腹 鱼 3 个 个 体 和 灰 裂 
Be 3 个 个 体 ) 的 6 个 个 体 中 的 任何 1 个 个 体 作 为 


外 类 群 ， 可 以 得 到 6 个 不 同 的 分 子 系统 树 ， 但 是 它 
NERRAE BE (BER). Pata (a 
TER) APRRERH. BERR RER 
ER) 这 4 个 种 的 亲缘 关系 上 ,结果 是 一 致 的 ， 
即 : PRRERRARRREREY KR RIT, $ 
后 二 者 与 中 和 匈 叶 须 鱼 并 在 一 起 ， 最 后 与 丙 重 层 鱼 并 
在 一 起 ， 形 成 一 个 大 的 分 支 (图 2)}。 如 果 将 个 体 之 
间 的 亲缘 关系 转换 成 物种 之 间 的 亲缘 关系 【图 3)， 
且 以 中 乞 叶 须 鱼 代 表 叶 须 鱼 属 ， 新 疆 裸 重 居 鱼 和 厚 
层 裸 重 唇 鱼 代表 裸 重 层 鱼 属 《图 4)， 那 么 在 特 化 等 
级 裂 腹 鱼 类 属 与 属 之 间 的 关系 上 ， 通 过 RAPD 分 析 
所 得 出 的 结论 ， 与 通过 形态 骨骼 特征 进行 系统 发 育 
分 析 所 得 出 的 结论 是 完全 相同 的 。 

汪 小 全 等 (1996) 通过 对 升 麻 属 的 5 个 种 、 类 
叶 升 麻 及 松潘 乌 头 进行 RAPD 分 析 后 ， 认 为 RAPD 
方法 可 以 用 于 种 间 乃 至 近 缘 属 之 间 亲 缘 关系 的 研 
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图 2 根据 遗传 距离 通过 NJ 聚 类 分 析 获 得 的 系统 和 树 [以 
He WI fh PAY S.S. M 03 作为 外 类 群 ] 
Fig.2 The phylogenetic tree obtained by Neighbor-]Joinmng 
method using genetic distances[ rooted hy S. LS.) 
lissolabiatus 03_ 
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图 3 由 图 2 转换 来 的 表示 物种 亲缘 关系 的 系统 树 
Fig.3 The phylogenetic tree showing the species rela- 
tionship transformed from Fig .2 
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图 4 由 图 3 转换 来 的 表示 属 级 亲缘 关系 的 系统 树 


Fig.4 The phylogenetic tree showing the genus rela- 
tionship transformed from Fig. 3 


究 , 但 有 一 定 的 局 限 性 。 其 中 取样 的 代表 性 就 是 一 
个 问题 ,以 1 个 个 体 代表 1 个 种 或 以 1 个 种 代表 1 个 


属 都 可 能 造成 偏差 。 就 特 化 等 级 裂 腹 鱼 类 而 言 . 
在 取样 的 代表 性 上 , 重 诗 鱼 属 是 1 个 单 种 属 .取样 代 
RHE A 100% t MARA 4 SCA MEER) A 
FE 1 个 种 ,代表 性 为 25% RERAMA 3 个 种 , 取 
样 2 个 种 ,代表 性 为 66.7 狗 ; 特 化 等 级 烈 腊 鱼 类 总 共 
有 8 个 种 (不 包括 亚 种 ) ,取样 4 个 ,总 体 的 代表 性 为 
5S0 义 。 在 每 个 种 的 取样 上 , 除 中 间 叶 搞 鱼 取 了 不 同 
种 群 的 7 个 个 体外 ,其 余 每 个 种 都 取 了 3 个 个 体 作 
为 代表 ;基于 以 上 两 点 ,说 明 本 研究 的 取样 具有 一 
定 代表 性 ,所 得 结论 应 反映 了 这 3 个 属 之 间 的 亲缘 
关系 。 

在 随机 引物 的 第 选 上 ,本 研究 使 用 了 40 个 引物 
进行 扩 增 实验 ,只 有 3 个 引物 扩 增 不 出 可 供 分 析 的 
清晰 片段 。 这 一 点 与 其 他 研究 者 的 扩 增 结果 差别 很 
大 。 如 陈 永 和 久 等 (1998a} 对 分 布 于 云南 昭通 , 景 洪 等 
5 个 地 区 的 25 只 峻 按 蚁 及 4 只 雄 按 蚊 进行 随机 扩 增 
ZS DNA 分 析 时 ,使 用 了 20 个 随机 引物 .其 中 有 12 
个 引物 扩 增 出 清晰 的 RAPD 谱 带 ; 丁 波 等 (1999) 在 
RP SERCH HRS 13 个 叶 猴 个 体 的 随机 扩 增 中 ,选用 了 
30 个 PCR 随机 引物 ,其 中 只 有 22 个 引物 扩 增 出 可 
供 分 析 的 RAPD 标记 产物 。 本 实验 和 以 上 两 者 相 
比 ,引物 利用 率 是 不 同 的 ,这 除了 研究 对 象 . 引 物 的 
序列 不 同 以 外 ,可 能 还 与 以 下 2 个 因素 有 关 : 吕 个 体 
的 数量 ,个体 数量 的 增加 常 导 致 遗 传 信 息 量 的 增 大 ， 
引物 在 DNA 模板 上 更 容易 找到 相应 信息 位 点 进行 
扩 增 。 避 研究 对 象 之 间 亲 绿 关 系 的 远近 ,亲缘 关系 
越 近 , 则 它们 所 共有 的 遗传 信息 位 点 就 越 为 贫乏 , 反 
映 在 只 有 很 少 的 引物 能 和 模板 结合 进行 扩 增 。 反 
之 ,亲缘 关系 越 远 ,共有 的 信息 位 点 的 差异 也 就 越 
大 ,其 全 部 个 体 遗 传 信息 的 加 和 ,可 形成 大 量 的 不 同 
信息 位 点 ,因此 不 同 的 引物 都 可 以 从 中 找到 其 特异 
的 位 点 进行 扩 增 , 且 导 致 能 扩 增 出 可 供 分 析 的 RAPD 
标记 的 引物 数量 的 增多 。 在 本 实验 中 ,选取 了 22 个 
个 体 进行 研究 ,个 体 的 数量 不 很 多 ,但 是 这 22 个 个 
体 分 别 属于 裂 腊 鱼 属 EE EA RARE 
鱼 属 等 4 个 属 ,个 体 之 间 的 亲缘 关系 远 远大 于 前 述 
两 者 所 研究 个 体 之 间 的 亲 绿 关系 ,这 可 能 是 本 实验 
引物 利用 率 很 高 的 重要 因素 。 

从 遗传 距离 矩 阵 所 显示 的 结果 来 看 ,在 这 22 个 
个 体 中 ,两 个 体 之 间 最 大 的 遗传 距离 指数 达到 了 
90.38% , 且 有 较 多 的 遗传 距离 指数 在 提名 ~ 942 
间 。 与 其 他 研究 结果 相 比 ,遗传 距离 指数 较 大 ,如 丁 
波 等 (1999) 对 非 氏 叶 猴 、 紫 面 叶 猴 ,长 尾 叶 洛 、 黑 叶 
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猴 ASK RA RAPD 分 析 中 ,所 得 出 的 遗传 距离 最 
AEN 53.8% ;而 陈 永久 等 (1998b) 对 中 国 猪 的 不 同 
地 理 亚 种 进行 RAPD 分 析 中 ,所 得 出 的 最 大 遗传 距 
离 指数 仅 为 42.86% (包括 外 类 群 )。 需 要 指出 的 是 ， 
他 们 的 研究 所 涉及 的 个 体 之 间 的 亲缘 关系 只 是 在 种 
级 万 至 种 级 以 下 的 水 平 .而 本 实验 中 的 22 个 个 体 则 
分 别 属 于 4 个 属 级 分 类 单元 。 这 些 较 大 的 遗传 距离 
指数 所 显示 的 是 不 同属 中 个 体 之 间 的 遗传 距离 指 
数 , 而 同一 种 内 或 同一 属 内 不 同 个 体 之 间 的 遗传 距 
离 指 数 则 相对 较 小 。 显 然 , 遗传 距离 指数 的 大 小 和 
传统 分 类 学 所 得 出 的 亲缘 关系 的 远近 呈正 相关 。 本 
研究 有 较 多 的 遗传 距离 指数 在 60% ~ 90% 范 围 内 ， 
KRARSRRATACA MRR ERRA. A 
此 ,用 RAPD 技术 分 析 这 样 一 个 遗传 差异 很 大 的 类 
群 ,其 结果 能 否 真实 反映 该 类 群 的 亲缘 关系 ,有 待 进 
一 步 研究 。 

将 RAPD 分 析 技 术 应 用 于 属 与 属 之 间 的 亲缘 关 


系 的 研究 中 ,在 植物 学 方面 ,Demeke 等 (1992)、 汪 小 
全 等 (1996) 曾 有 过 报道 ,但 是 在 动物 学 方面 ,大 多 数 
研究 者 仅 限 于 用 RAPD 标记 技术 来 研究 种 级 或 种 级 
以 下 类 群 之 间 的 遗传 分 化 关系 ;对 于 属 级 甚至 属 级 
以 上 分 类 单元 亲缘 关系 的 研究 ,只 有 少 部 分 文献 ( 张 
四 明 等 ,1999) 报 道 。 本 文 的 研究 表明 ,在 动物 学 方 
面 ,RAPD 标记 技术 对 于 属 级 或 属 级 以 上 分 类 单元 亲 
缘 关 系 的 探讨 ,具有 一 定 的 适用 性 。 对 于 一 些 遗 传 
差异 较 大 的 类 群 (如 裂 腹 鱼 类 ), 应 用 RAPD 标记 技 
术 来 分 析 属 级 或 属 级 以 上 分 类 单元 的 亲缘 关系 ,很 
可 能 会 出 现 个 体 之 间 遗 传 距 离 接近 或 达到 100% H 
情况 ,从 而 无 法 探讨 其 相互 之 间 的 亲缘 关系 。 
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样品 由 何 德 奎 同 志 提 供 ,工作 中 得 到 王 伟 同 志 的 帮 
助 , 承 何 岁 平 博士 对 论文 提出 宝贵 恋 见 .在 此 一 并 表 
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GENETIC RELATIONSHIPS OF THE SPECIALIZED SCHIZOTHORACINE FISHES 
INFERRED FROM RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA ANALYSIS 


CHEN Zi-Ming? CHEN Yi-Feng®® 
UT: Department of Systematic Zoology, Kunming Institute of Zoology . the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China) 
(Ø Department of Ichthyology, Institute of Hydrobiology , the Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China) 


Abstract: The specialized schizothoracine fishes belong 
to subfamily Schizothoracinae (Cyprinidae }. Compared 
to other fishes in the same subfamily. the specialized 
schizothoracine fishes have the following characters; D) 
only 1 pair of barbels,@2 rows of pharyngeal teeth, @) 
scales degenerated, and even degenerated entirely in 
genus Gymnodiptychus (Cao et al. .1981).There are 9 
subspecies belonging to 3 genera 
( Steindachner, 1866), Ptychobarbus 
1866 ) and Gymnodiptychus 
( Herzenstein, 1892) ] in this group. In this paper, 


species and 
[ Diptychus 


( Steindachner, 


random amplified polymorphic DNAs 【RAPDs ) were 
used to investigate genetic relationships among 22 


individuals of the fishes,which represent 6 species and 


4 genera, Schizothorax , Diptychus, Ptychobarbus and 
Gymnodiptychus respectively. 234 RAPD markers were 
observed by using 37 arbitrary primers (10 bp). The 
molecular phylogenetic tree 
(Neighbor-joining } method indicated that these 22 
individuals could be divided into 6 clusters { each 


constructed by NJ 


cluster represents one species}. Upon the relationships 
among the 3 genera, Diptychus, Ptychobarbus and 
Gymnodiptychus , the conclusion was the same as that 
concluded from the phylogenetic analysis by using 
morphological characters. The result showed that RAPD 
could be used to study the phylogenetic relationships of 


closely related genera. 


Key words: Random amplified polymorphic DNA; Specialized schizothoracine fishes; Genetic relationship 
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